




























2-1 VPA 曝露アストロサイトによるシナプス伝達機能への影響 
2-2 VPA 曝露アストロサイトによるシナプスおよびニューロン形態への影響 
2-2-1 VPA 曝露アストロサイトによるシナプス形成への影響 
2-2-2 VPA 曝露アストロサイトによる樹状突起形態への影響 
2-2-3 VPA 曝露アストロサイトによる軸索形態への影響 













1-2-1 VPA の調整及び処置 










2-1 ASD モデルマウス由来アストロサイトによるシナプス伝達機能への影響 
2-2 ASD モデルマウス由来アストロサイトによるシナプスおよびニューロン形態へ
の影響 
2-2-1 ASD モデルマウス由来アストロサイトによるシナプス形成への影響 
2-2-2 ASD モデルマウス由来アストロサイトによる樹状突起形態への影響 
2-3 ASD モデルマウス由来アストロサイトによるシナプス小胞関連因子への影響 
 













 バルプロ酸ナトリウム（Valproic acid; VPA）は抗てんかん薬として広く使用されてお
り、片頭痛発作の予防薬や双極性障害の躁状態の治療薬としても適応がある。その一方
で、妊娠中の VPA 服用は出生児の自閉症スペクトラム障害（autism spectrum disorder; 










VPA を服用した妊婦の出生児と同様に、胎内で VPA を曝露したマウス（VPA マウス）は
社会性行動障害や反復行動等の ASD 様症状や認知機能障害などを示し[4,5]、またヒトの





























妊娠 12 日目の ICR マウス（Catalogue ID: Jcl:ICR, CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan）を九動
（Tosu, Japan）から購入し、アストロサイトおよびニューロンの初代培養には生後 0～1 日
目のマウスを使用した。マウスは 12 時間の明暗サイクル（7～19 時）で一定温度（23±2 ℃）
に制御された部屋に収容し、プラスチックケージにて個別に飼育した。食料（CLEA Rodent 
Diet, CE-2, CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan）および水は自由摂取とした。 
1-2 実験方法
1-2-1 VPA の調整及び処置
 VPA（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan）は滅菌水に溶解し 1 M VPA
溶液を調整した。さらに 10 ％ FBS 含有 D-MEM 溶液（10 % FBS 溶液）に希釈し、0.3 
mM、1 mM、3 mM の濃度で実験を行った。アストロサイトはニューロンを播種する前に
6 日間 VPA に曝露された。アストロサイトの VPA 曝露とニューロン-アストロサイト共培
養スケジュールは図 1a に示す。6 日間の VPA 処置後、VPA を溶解した 10 ％ FBS 溶液を
除去した。10 % FBS 溶液の組成は以下に示す。 
【10 % FBS 含有 D-MEM 溶液の組成】 
・ 450 mL 
・ 50 mL 
・ 1 mL 
・ 0.25 mL 
DMEM, High Glucose, GlutaMAXTM, Pyruvate 
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA） 
US Fetal Bovine Serum（FBS), Defined 
（HyClone Laboratories, Inc., Logan, UT, USA） 
Penicillin-Streptomycin, liquid 
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA） 
MITO+ Serum Extender, 5 mL 
（BD Biosciences, San Jose, CA, USA） 
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1-2-2 アストロサイトのマス培養標本およびオータプス培養標本の作製手順
① 生後 0～1 日後の ICR マウスから全脳を取り出し、冷却した HBSS 溶液（HBSS（-),
Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan）中で大脳皮質を分画、摘出し
た。
② 摘出した大脳皮質を Trypsin/EDTA 溶液（0.05 w/v% トリプシン-0.53 mmol/l EDTA・
4Na 溶液, Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan）が 1 mL 入った 1.5
mL マイクロチューブに入れ、37 ℃、700 rpm で 20 分間振とうした。
③ 振とう後、マイクロチューブ内の Trypsin/EDTA 溶液を除去し、10 % FBS 溶液で洗浄
した。
④ 新たに 10 % FBS 溶液を 1 mL 加え攪拌単離し、上清を 10 % FBS が 10 ｍL 入った培
養フラスコ（細胞培養フラスコ 75 cm2 フィルターキャップ, BM Equipment Co.,Ltd.,
Tokyo, Japan）に入れ、インキュベーター内で約 6 時間培養を行った（37 ℃、CO2 濃
度 5.0 %）。




⑦ 10 % FBS 溶液を吸引除去し PBS 溶液（D-PBS(-), Fujifilm Wako pure chemical
corporation, Osaka, Japan）で数回洗浄した後、Trypsin/EDTA 溶液を 5 mL 加え 3～5
分程度インキュベートした。
⑧ アストロサイトが培養フラスコ底面から剥離されていることを確認し、Trypsin/EDTA
溶液と同量以上の 10 % FBS 溶液を加えて中和し酵素反応を止めた。
⑨ 剥離されたアストロサイトを 15 mL チューブに移し、3 分間遠心分離した（37 ℃、
1000 rpm）。
⑩ 遠心分離後、上清を除去し新たに 10 % FBS 溶液を 1 mL を加え攪拌し、さらに 10 %
FBS 溶液を加え全量を 3～4 mL とした。
⑪ セルカウンター（Disposable Cell Counting Plate, Improved Neubauer Type, WATSON,
Tokyo, Japan）を用いて細胞懸濁液中の細胞数を算出し、マス培養標本の場合は 150,000
個/1 well/6 well プレート（細胞培養プレート 6 well 平底, BM Equipment Co.,Ltd.,
Tokyo, Japan）、オータプス培養標本の場合は 25,000 個/1 well/6 well プレートとなる
ようにアストロサイトを播種した。5～6 時間後、1 mM VPA を添加し 6 日間培養を行





1. カバーガラス（22 丸 No.1, Matsunami Glass Ind.,Ltd., Osaka, Japan）を蓋付き容器
に入れ、硝酸（Nitric Acid, Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan）
に浸漬させ 1 日以上攪拌洗浄した。その後蒸留水で数日間洗浄することで脱脂処理
を行った。
2. 洗浄したカバーガラスを 6 well プレートに 1 枚ずつ入れ、20 分間紫外線照射し殺菌
した。
3. 2 mg/mL Collagen 溶液（Collagen I , rat tail, 100 mg, Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, Bergen County, NJ, USA）と 0.5 mg/mL Poly-D-lysine hydrobromide






2. 0.2 % アガロース溶液（Agarose Type Ⅱ-A Medium EEO, Sigma-Aldrich Co. LLC,




直径 26 mm、ドットサイズ 300×300 µm、ドット間隔 400 µm、ドット高 500 µm と
した。35 mm culture dish にレンズクリーニングティッシュを丸く切ったものを 3 枚
程度敷き、コーティング溶液を 150 µL 程度入れこれをスタンプ台とした。 





10 % FBS 溶液を吸引除去し NBM 溶液に置換した。NBM 溶液の組成は以下に示す。
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【NBM 溶液の組成】 
② 生後 0～1 日後の ICR マウスから全脳を取り出し、冷却した HBSS 溶液中で大脳皮質
を摘出した。
③ 摘出した大脳皮質を Enzyme 溶液が 800 µL 入った 1.5 mL マイクロチューブに入れ、
37℃、700 rpm で 55 分間振とうした。Enzyme 溶液の組成は以下に示す。
【Enzyme 溶液の組成】 
上記を冷凍保存し、用時解凍した。上記 2.5 mL に対してパパイン原液（Papain, 
Suspension, Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA）50 µL を添加
して用時調整し、95 % O2, 5 % CO2 混合ガスで 20 分間バブリングを行った。 
④ 55 分間の振とう後、マイクロチューブ内の Enzyme 溶液を除去し、Inactivation 溶液
600 µL に置換した。再度 37 ℃、700 rpm で 15 分間振とうし酵素反応を止めた。
Inactivation 溶液の組成は以下に示す。




Neurobasal-A Medium (NBA)(1X), liquid 
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA） 
B-27 Serum-Free Supplement(50X), liquid
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA） 
GlutaMAX-Ⅰ Supplement 
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA） 
Penicillin-Streptomycin, liquid 






（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
100 mM CaCl2 溶液（Calcium Chloride, Anhydrous） 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
0.5 M EDTA 溶液 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
DMEM, High Glucose, GlutaMAXTM, Pyruvate 














⑤ 15 分間の振とう後、マイクロチューブ内の Inactivation 溶液を除去し、NBM 溶液で洗
浄した。 
⑥ 新たに NBM 溶液を 1 mL 程度加え攪拌単離し、上清を NBM 溶液で 10 倍程度に希釈
した。 
⑦ セルカウンターを用いて細胞懸濁液中の細胞数を算出し、マス培養標本の場合は
50,000 個/1 well/6 well プレート、オータプス培養標本の場合は 12,000 個/1 well/6 well














 シナプス電流はパッチクランプアンプ（Multi Clamp700B, Molecular Device）を使用し
て測定した。DIGIDATA 1440A（Axon Instruments）を介し、pClamp 10（Molecular Device）
を用いて記録した。記録は 20kHz でサンプリングおよび 10kHz でフィルタリングし、コン
ピューターに取り込んだ。パッチ電極は BORO SILICA GLASS（SUTTER INSTRUMENT 
CO. ） を 用 い て 作 製 し 、 FLAMING/BROWN MICROPIPETTE PULLER （ SUTTER 
・ 125 mg 
 
・ 125 mg 
 
・ 50 mL 
 
Trypsin inhibitor from chicken egg white 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
Albmin bovine serum Initial fractionation by heat shock 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
50 µL 10 % FBS 溶液 
（「1-2-1 VPA の調整及び処置」参照） 
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INSTRUMENT CO.）を用いて 3-4 段引きで作製した。記録したデータは AxoGraph X 1.2 

















上記を 10×ストックとして 1 L 作製し、用時希釈して使用した。pH は Tris-base（2-
Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol, KISHIDA CHEMICAL Co., Ltd, Osaka, 











・ 1400 mM 
 
・ 24 mM 
 
・ 100 mM 
 
・ 100 mM 
 
・ 40 mM 
 
・ 10 mM 
 
NaCl（Sodium Chloride） 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
KCl（Potassium chloride） 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
HEPES, Molecular Biology Grade（free acid） 
（Promega Corporation, Madison, WI, USA） 
Glucose（D(+)-Glucose（Dextrose, Anhydrous）） 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
CaCl2（Calcium Chloride, Anhydrous） 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
MgCl2×6H2O（Magnesium Chloride Hexahydrate） 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
・ 1.0 mL 
・ 0.1 mL 
・ 8.9 mL 
ATP-GTP stock 溶液（10×） 
100 mM K-EGTA stock 溶液 
KCl-HEPES stock 溶液 
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＜ATP-GTP stock 溶液（10×）の組成＞ 
上記を 10×ストックとして作製し冷凍保存した。pH は KOH を用いて 7.48 に調整し
た。 
＜100 mM K-EGTA stock 溶液の組成＞ 
EGTA 液を上記濃度に調整し冷凍保存した。pH は KOH を用いて 7.4 に調整した。 
＜KCl-HEPES stock 溶液の組成＞ 







③ 5 mV、10 ms の矩形波を連続的に加え、抵抗値が上がる（矩形波の振幅が減少する）
ことを確認して陽圧を解除し、三方活栓につないだシリンジから吸引してパッチ電極
内を陰圧にしながらパッチ電極と細胞表面にギガオームシールを形成した。
④ -70 mV に膜電位を固定し、ギガ・シールになったことを確認後、シリンジを吸引して
・ 120 mM 
・ 3 mM 
・ 40 mM 
・ 500 units 
・ 6 mM 
Phosphocreatine disodium salt hydrate 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
GTP-Na（Guanosine 5’-triphosphate sodium salt hydrate） 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
ATP-Mg（Adenosine 5′-triphosphate magnesium salt） 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
Creatine Phosphokinase from rabbit muscle Type I 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
MgCl2×6H2O （Magnesium Chloride Hexahydrate） 
・ 100 mM EGTA （ Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N ’ ,N ’ -















⚫ 自発性微小抑制性後シナプス電流（miniature Inhibitory Postsynaptic current, mIPSC） 
活動電位ならびに mEPSC を抑制し、mIPSC を記録し観察した。
【mIPSC 記録用細胞外液の組成】 
 上記試薬を細胞外液に溶解し、薬液投与チューブを用いてマス培養ニューロンに 100





・ 1 µM 
・ 1 µM 
Tetrodotoxin, from Putter Fish 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
Gabazine 
（SR-95531, Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
・ 1 µM 
・ 5 µM 
・ 25 µM
Tetrodotoxin, from Putter Fish 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
CNQX disodium salt hydrate 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid solid





















上記を混合し抗体溶液とした。溶媒には超純水を使用し、pH は HCl を用いて 7.4 に調
整した。 
 















・ 4 % -Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution 
（NACALAI TESQUE, INC, Kyoto, Japan） 
・ 0.1 M 
・ 0.15 M 
・ 0.1 % 
・ 2 % 
Tris-base（2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol） 
NaCl（Sodium Chloride） 
TritonTM X-100（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
Normal Goat Serum （ab7481）（Abcam, Cambridge, UK） 
・ Phosphate Bufferd Saline Powder (0.01mol/L, pH7.2~7.4) 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
・ VGLUT-1 (Polyclonal rabbit antiserum)＝1:1000 
（Synaptic Systems, Goettingen, Germany） 
・ VGAT (Polyclonal rabbit antiserum)＝1:1000 
（Synaptic Systems, Goettingen, Germany） 
・ Anti-MAP2 (Polyclonal Guinea pig antiserum)＝1:1000 
（Synaptic Systems, Goettingen, Germany） 
・ Tau (Tau46) Mouse mAb＝1:1000 




① 6well プレート内の 10 % FBS を吸引除去し、PBS 溶液で 1 回洗浄した（2 mL/1well）。
② 細胞固定液を入れ室温にて 20-30 分間静置し、細胞固定した（2 mL/1well）。
③ 細胞固定後、PBS 溶液で各 well を 3 回程度洗浄した（2 mL/1well）。
④ パラフィルム上に一次抗体液を 150 µL 置き、各 well からカバーガラスを取り出し細胞
接着面が溶液と接するように置いた。カバーガラスが沈殿していないこと、気泡が入っ
ていないことを確認し、4℃で一晩以上一次抗体反応させた。
⑤ PBS 溶液で各 well を 3 回程度洗浄した（2 mL/1well）。
⑥ ④と同様に二次抗体反応させた。二次抗体反応は室温、遮光下にて 1 時間程度静置し
た。
⑦ PBS 溶液で各 well を 3 回程度洗浄した（2 mL/1well）。
⑧ スライドガラスに DAPI 含有封入剤（ProLongTM Gold Antifade Mountant with DAPI,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を 20 µL 置き、各 well からカバーガラスを取り出し細
胞接着面が封入剤と接するように置いた。
⑨ 封入剤を 30 分以上馴染ませた後、共焦点顕微鏡 LSM710 ZEN（Carl Zeiss, Jena,




 RT-PCR 法は逆転写によって RNA から cDNA を合成し、その cDNA を用いて PCR を
行う方法である。本手法により、タンパク質をコードする遺伝子を選択的に増幅し、少量し
か存在しない mRNA を増幅して解析に使用することが可能となる。 
⚫ mRNA 抽出手順
① 6well プレート内の 10 % FBS を吸引除去し、PBS 溶液で 2 回洗浄した（2 mL/1well）。
・ Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG (H+L)＝1:400
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）
・ Alexa Fluor 488 goat anti-guinea pig IgG (H+L)＝1:400
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）
・ Anti-Mouse IgG (H+L), CFTM 488A antibody produced in goat＝1:400
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA）
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② ISOSPIN Cell & Tissue RNA（NIPPON GENE Co. Ltd., Tokyo, Japan）を使用し、添
付のマニュアルに従い mRNA 抽出を行った。 
③ 濃度測定を行い mRNA の抽出を確認した。 
 
⚫ 逆転写反応手順 
抽出した mRNA は SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis kit (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA)を使用し、添付のマニュアルに従い逆転写反応させた。 
 
⚫ RT-PCR 法手順 
逆転写反応で合成した cDNA は THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO Co. 
Ltd., Osaka, Japan) および各プライマー（表 1）と混合し、LightCycler® Nano System 






 全ての統計処理には GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA)を使用した。2 群間の統計処理には Student’s t-test を用いた。多群間の統計処理に
は、一元配置分散分析の結果に基づき Dunnett’s test および Tukey’s test を用いた。結果










サイトに曝露した VPA は 0.3 mM、1 mM、3 mM および 0 mM（control）とし、4 群比較
し濃度検討した。実験にはマス培養した DIV 13-14 のニューロンを用いた。 
 まず、自発的なシナプス伝達を評価するために mEPSC および mIPSC を記録した。図 2a、
b は各群の典型的な波形を示し、内向きに観測される微小な応答が mEPSC および mIPSC




mEPSC では、frequency、amplitude ともに 4 群間の差は見られなかった（frequency: 0 
mM, n=19, 2.81±0.54 Hz; 0.3 mM, n=19, 2.93±0.42 Hz; 1 mM, n=17, 3.79±0.81 Hz; 3 
mM, n=17, 3.01±0.76 Hz; 図 2c; amplitude: 0 mM, n=19, 26.6±2.44 pA; 0.3 mM, n=19, 
29.8±2.18 pA, 1 mM, n=17, 29.9±3.34 pA; 3 mM, n=17, 29.8±2.69 pA; 図 2e）。 
一方、mIPSC では、1 mM、3 mM の VPA を曝露したアストロサイトと共培養したニュ
ーロンにおいて frequency が有意に減少した（0 mM, n=20, 3.61±0.40 Hz; 0.3 mM, n=18, 
2.86±0.53 Hz; 1 mM, n=16, 1.91±0.31 Hz; 3 mM, n=16, 1.70±0.40 Hz; *, p<0.05; **, 
p<0.01; 図 2d）。amplitude には有意な差は認められなかった（0 mM, n=20, 51.6±4.31 pA; 











2-2 VPA 曝露アストロサイトによるシナプスおよびニューロン形態への影響 
 
2-2-1 VPA 曝露アストロサイトによるシナプス形成への影響 
 
 VPA 曝露アストロサイトと共培養した GABA 作動性ニューロンのシナプス伝達頻度の
減少は、形成されるシナプス数の減少に起因する可能性がある。蛍光免疫染色法を用いて、
オータプスニューロンのシナプス形成に対する VPA 曝露アストロサイトの影響について検
討を行った。皮質ニューロンの GABA 作動性シナプスは多数の小胞性 GABA トランスポー
ター（vesicular GABA transporter, VGAT）を保有するため、VGAT 抗体で標識されたシナ
プスを GABA 作動性シナプスとみなし定量した（図 3b）。アストロサイトの VPA 曝露濃度
は、シナプス伝達機能への影響が認められた 1 mM とした。 
 
DIV 14 の GABA 作動性ニューロンにおいて、VGAT 抗体陽性シナプス数は VPA 曝露ア
ストロサイトによって顕著に減少した（control, n=30, 422.42±46.23; VPA, n=30, 207.12
±30.35; **, p<0.01; 図 3d）。同様にして、小胞性グルタミン酸トランスポーター1（vesicular 
Glutamate transporter 1, VGLUT1）抗体で標識されたシナプスをグルタミン酸作動性シナ
プスとして定量したところ（図 3a）、DIV 14 のグルタミン酸作動性ニューロンでは VGLUT1
抗体陽性シナプス数に変化はなかった（control, n=23, 363.1±48.97; VPA, n=20, 377.83±
35.26; 図 3c）。 
 













VPA 曝露アストロサイトによる影響は受けなかった（突起長: control, n=23, 1550.56±
151.89 µm; VPA, n=20, 1496.84±179.92 µm; 図 3e; 分岐数: control, n=23, 24.05±2.64; 
VPA, n=20, 22.73±2.30; 図 3f）。DIV 14 の GABA 作動性ニューロンにおいても同様に、
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樹状突起の長さ、分岐数ともに 2 群間の変化は認められなかった（突起長: control, n=30, 
1175.65±110.42 µm; VPA, n=30, 1094.68±103.66 µm; 図 3g; 分岐数: control, n=30, 17.3
±1.72; VPA, n=30, 19.87±2.32; 図 3h）。 
 
 以上の結果は、VPA 曝露アストロサイトは共培養したグルタミン酸作動性ニューロンお
よび GABA 作動性ニューロンの樹状突起のサイズや形態に影響を与えなかったことを示す。 
 
 












な差は認められなかった（突起長: control (DIV 5), n=18, 973.62±135.81 µm; VPA (DIV 
5), n=18, 737.87±121.58 µm; control (DIV 14), n=13, 1764.71±191.85 µm; VPA (DIV 14), 
n=16, 1845.51±213.162 µm; **, p<0.01; ****, p<0.0001; 図 4b; 分岐数: control (DIV 5), 
n=18, 8.67±0.97; VPA (DIV 5), n=18, 6.67±0.69; control (DIV 14), n=13, 20.69±2.88; 
VPA (DIV 14), n=16, 19.44±2.22; ****, p<0.0001; 図 4c）。 
 また、GABA 作動性シナプスの指標である VGAT 抗体陽性シナプス数は、コントロール
アストロサイト群ではニューロンの発達の初期から後期にかけて増加を示した。一方で
VPA 曝露アストロサイト群では VGAT 抗体陽性シナプス数は発達的な増加は示さなかっ
た（control (DIV 5), n=18, 251.11±26.25; VPA (DIV 5), n=18, 163.39±13.22; control (DIV 
14), n=13, 455.00±48.85; VPA (DIV 14), n=16, 202.19±29.33; ****, p<0.0001; 図 4d）。
VPA 曝露アストロサイト群では GABA 作動性シナプスの発達が抑制されたが、軸索の成長
はコントロールアストロサイト群と同様の結果であった。 
 





2-3  VPA 曝露アストロサイトによるシナプス形成関連遺伝子への影響 
 
 シナプスは、発達過程におけるシナプス前終末とシナプス後膜間でのシグナル伝達を介
して形成される。例えば、Semaphorin4D は GABA 作動性シナプスの発生に必要とされる
が、グルタミン酸作動性シナプスの発生には関与していない[26,27]。また、Semaphorin4D
の海馬ニューロンへの曝露は、GABA 作動性シナプス形成を PlexinB1 依存的に増加させる
ことが報告されている[28]。SLITRK3（Slit and NTRK-like family member 3）と PTPRD
（protein tyrosine phosphatase receptor type delta）のシナプス間相互作用は GABA 作動性
ニューロンのシナプス前分化のみを誘導することが知られており[29,30]、SLITRK3 欠損マ
ウスは mIPSC の amplitude には影響を与えず frequency の低下を示す[29]。また、
Contactin5/Casper4 複合体は、脊髄の GABA 作動性シナプス形成を担っている[31]。本研





 VPA 曝露アストロサイトと共培養されたニューロンの Ptprd mRNA の発現レベルは、
DIV 7 では変化しなかったが（control, n=14, 100±12.53 %; VPA, n=14, 110.2±11.15 %; 
図 5a）、DIV 14 では有意に低下した（control, n=10, 100±7.92 %; VPA, n=10, 65.5±
12.33 %; 図 6a）。他の mRNA の発現レベルは DIV 7 および DIV 14 のいずれにおいても変
化しなかった（DIV 7, control, n=14; VPA, n=14 : Sema4D: control, 100±8.03 %; VPA, 
79.32±6.672 %; 図 5b; Plxnb1: control, 100±12.01 %; VPA, 114.6±10.38 %; 図 5c; Slitrk3: 
control, 100±9.926 %; VPA, 119.3±12.95 %; 図 5d; Cntn5: control, 100±12.62 %; VPA, 
131.7±13.87 %; 図 5e; Caspr4: control, 100±11.3 %; VPA, 119.4±12 %; 図 5f; DIV 14, 
control, n=10; VPA, n=10 : Sema4D: control, 100±9.98 %, VPA, 95.26±12.33 %, 図 6b; 
PlxnB1: control, 100±11.74 %, VPA, 95.27±13.08 %, 図 6c; Slitrk3: control, 100±15.10 %, 
VPA, 80.54±11.35 %, 図 6d; Cntn5: control, 100±20.12 %, VPA, 86.31±15.29 %, 図 6e; 
Caspr4: control, 100±14.98 %, VPA, 87.01±14.8 %; 図 6f）。VPA 曝露アストロサイトは




（DIV 7, control, 100±10.52 %; VPA, 136.5±17.99 %; 図 5g; DIV 14, control, 100±6.68 %, 
VPA, 93.3±9.19 %; 図 6g）。同様に、Map2 ｍRNA および Tubb3 mRNA の発現レベルに
も変化はなく、VPA 曝露アストロサイトが樹状突起および軸索の成長に影響しないことが
わかる（DIV 7, control, n=14; VPA, n=14: Map2: control, 100±8.897 %; VPA, 113.1±
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8.605 %; 図 5h; Tubb3: control, 100±11.79 %; VPA, 127.9±12.37 %; 図 5i; DIV 14, control, 
n=10; VPA, n=10: Map2: control, 100±13.16 %, VPA, 92.3±10.1 %, 図 6h; Tubb3: control, 
100±15.71 %, VPA, 81.09±13.8 %; 図 6i）。 
 
 以上の結果より、VPA 曝露アストロサイトは共培養した DIV 14 のニューロンの Ptprd 









 胎児期におけるニューロンの VPA 曝露および培養ニューロンの VPA 直接曝露による神
経伝達の機能異常は、興奮性/抑制性神経バランスの崩壊が一因と言われている[9,10]。し












 VPA 曝露アストロサイトと共培養した GABA 作動性ニューロンでは、mIPSC の
amplitude は変化せず frequency のみが低下した（図 2d、f）。この結果は GABA 作動性シ
ナプス前終末の機能が損なわれたことを示す。GABA 作動性シナプス前終末の変化を分析
するため蛍光免疫染色法を用いて VGAT の発現を解析したところ、VPA 曝露アストロサイ
トと共培養した GABA 作動性ニューロンでは、VGAT 抗体陽性シナプス数が減少した（図
3d）。これらの結果は、VGAT 抗体陽性シナプスの減少または欠損が GABA 作動性シナプ
ス前終末の機能障害を誘起することを示唆する。グルタミン酸作動性シナプスおよび
GABA 作動性シナプスの前終末で発現するシナプス形成関連因子の一つに PTPRD がある。
PTPRD は IL1RAPL1 お よ び IL-1RAcP 、 SLITRKS 等 と 結 合 し 複 合 体 を 形 成 す る
[30,32,33,34]。GABA 作動性シナプスにおいては SLITRK3 と相互作用しシナプス前分化を
誘導することが報告されている[29]。本研究では、VPA 曝露アストロサイトと共培養した
DIV 14 のニューロンにおいて、Ptprd mRNA 発現レベルが低下したが、Slitrk3 mRNA 発
現レベルは変化しなかった（図 6a、d）。培養海馬ニューロンにおける PTPRD ノックダウ
ンは、グルタミン酸作動性シナプスの形成および伝達機能に影響することなく GABA 作動
性シナプスの形成と伝達機能を低下させる[35]。また ASD および ADHD において、PTPRD
の突然変異が報告されており[36,37]、つまり、本研究における GABA 作動性シナプスの形
成能と伝達機能の低下は、PTPRD の発現低下に起因し、さらに ASD や ADHD を誘発す
る原因となっている可能性がある。 
 






よって GABA 作動性シナプスの機能障害を引き起こし、E/I バランスの不均衡を誘発する
可能性がある。E/I バランスの不均衡は、ASD や統合失調症の動物モデルで認められてお
り、これらの疾患の神経病理の一部であると考えられている[38,39,40]。VPA 曝露アストロ








































PTPRD-F 5′-CCC CCA GGT TTA CAC GAA CTC-3′ 
PTPRD-R 5′-ATC CAG ACC CAT CGT CAA ATT C-3′ 
Sema4D-F 5′-CCT TGA GGA CGG AGT ATG CC-3′ 
Sema4D-R 5′-TCT GGA TCA CGT CAG CAA AGA-3′ 
PlxnB1-F 5′-CAC ACA TCT ACT ACA CTT GGC AA-3′ 
PlxnB1-R 5′-CAA TCC CGG CTG TCA TTC AC-3′ 
Slitrk3-F 5′-TGA AGC CAA GCA TAG CTG AAA-3′ 
Slitrk3-R 5′-ATC AGG GGA ATT GGG GTA GTC-3′ 
Cntn5-F 5′-ACT CCT CAG ATG CCT TCA GAC A-3′ 
Cntn5-R 5′-AGT TCC ATT CCG AAG CCA TCT G-3′ 
Caspr4-F 5′-TTT GGA ACG CAG CTT CCT TTA-3′ 
Caspr4-R 5′-GAG AGG GCT GTC GTC TTG AAA-3′ 
GFAP-F 5′-GCA AAA GCA CCA AAG AAG GGG A-3′ 
GFAP-R 5′-ACA TGG TTC AGT CCC TTA GAG G-3′ 
MAP2-F 5′-GCC AGC CTC AGA ACA AAC AG-3′ 
MAP2-R 5′-AAG GTC TTG GGA GGG AAG AAC-3′ 
Tubb3-F 5′-TAG ACC CCA GCG GCA ACT AT-3′ 
Tubb3-R 5′-GTT CCA GGT TCC AAG TCC ACC-3′ 
β-actin-F 5′-GGC TGT ATT CCC CTC CAT CG-3′ 














 本章で用いたマウスは第１章 1-1 と同様の ICR マウスである。妊娠 12 日目に入荷した
ICR マウスに対して、12.5 日目に 500 mg/kg の濃度の VPA を腹腔内投与し、出生した仔
マウスを VPA マウス（ASD モデルマウス）とした[41,42,43]。アストロサイト初代培養に
は生後 1 日目の VPA マウスを使用した。比較対照群には、同容量の生理食塩水を腹腔内投
与した妊娠マウスから出生した仔マウスを使用した。また、ニューロンの初代培養には無処
置の妊娠マウスから出生した生後 0～1 日目の仔マウスを使用した。マウスは 12 時間の明
暗サイクル（7～19 時）で一定温度（23±2 ℃）に制御された部屋に収容し、プラスチック





1-2-1 VPA の調整及び処置 
 
 本章で用いた VPA は第１章 1-2 と同様の VPA である。生理食塩水に溶解し、妊娠 12.5
日目の ICR マウスに対して 500mg/kg の濃度で腹腔内投与した。 
 
 
1-2-2 超音波発声測定による ASD モデルマウスの選定 
 
 小ビーカー内に仔マウス（P1）を入れ、超音波発声測定用マイクを被せた。五分間計測を
行い、45 kHz 以上の超音波発声回数を記録した（Saline, n=540, 88.65±1.774; VPA, n=681, 
67.64±1.522; ****, p<0.0001; 図 7a）。本実験では正常対照群（saline 群）の中から発声回
数が 90 回以上の個体、VPA 群の中から発声回数が 60 回以下の個体を選び、アストロサイ
トの初代培養に使用した（Saline, n=225, 122.6±2.194; VPA, n=225, 32.85±1.121; ****, 








 VPA マウスを用いて、第 1 章 1-2-2 と同様の方法でアストロサイトのマス培養標本およ







FBS 溶液を吸引除去し NBM 溶液に置換した。以下第 1 章 1-2-3 と同様の方法でニューロ
ンを単離し、ニューロン-アストロサイト共培養標本を作製した。ニューロン初代培養のス





















＜ATP-GTP stock 溶液（10×）の組成＞ 
＜100 mM K-EGTA stock 溶液の組成＞ 
 第 1 章 1-2-4 と同様の組成である。 
・ 1.0 mL 
・ 0.1 mL 
・ 8.9 mL 
ATP-GTP stock 溶液（10×） 
100 mM K-EGTA stock 溶液 
K-Gluconate-HEPES stock 溶液 
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上記を作製し冷凍保存した。pH は KOH を用いて 7.4 に調整した。 
 
⚫ シナプス電流計測の操作手順 
第 1 章 1-2-4 と同様の方法で計測を行った。パッチ電極から下記に示す条件刺激を
与え、各シナプス応答を検討項目として解析した。 
 
⚫ 興奮性シナプス後電流（Excitatory Postsynaptic current, EPSC） 
シナプスを自己投射しているオータプスニューロンは、静止膜電位-70 mV から 0 mV






⚫ 自発性微小興奮性後シナプス電流（miniature Excitatory Postsynaptic current, mEPSC） 
薬液投与チューブを用いて、オータプス標本に 1 µM のテトロドトキシン（TTX）




⚫ Readily Releasable Pool（RRP）size 
RRP とは、神経軸索終末に存在するシナプス小胞のうち、細胞膜融合により神経伝
達物質を開口放出する準備が整った状態にあるシナプス小胞群を意味する。薬液投与
チューブから 0.5 M の高浸透圧スクロース溶液を投与すると、内向きに一過性の応答
が観察される。この応答面積（area, C）を RRP サイズとして評価した。また、RRP 面
積を mEPSC の平均面積（C）で除した値を RRP に含まれるシナプス小胞数の理論値
として計算し評価した。 
 
⚫ シナプス小胞放出確率（Vesicular release probability（Pvr）, %） 
EPSC の面積（C）を RRP の面積（C）で除した値をシナプス小胞の開口放出確率の
指標として評価した。つまり、Pvr は 1 回の活動電位刺激によって開口放出されるシナ
・ 164.4 mM 
 
・ 20 mM 
K-Gluconate（Potassium D-gluconate） 
（Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 













 【細胞洗浄用 PBS 溶液】 

















① 6well プレート内の 10 %FBS を吸引除去し、PBS 溶液で 2 回洗浄した（2 mL/1well）。 
② 細胞溶解液を調整し細胞を溶解した。3well 分の細胞を n=1 として抽出した。細胞溶解
液の組成は下記に示す。 
③ 1.5 mL マイクロチューブにタンパク質抽出液を回収し、10 分間遠心分離した（4℃、
12000 rpm）。 
④ 遠心分離後、新たな 1.5 mL マイクロチューブに上清を回収しサンプルとした。 
 
 
・ VGLUT-1 (Polyclonal rabbit antiserum)＝1:1000 
・ Anti-MAP2 (Polyclonal Guinea pig antiserum)＝1:1000 
・ Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG (H+L)＝1:400 

















② ゲル板を装置にセットし分離ゲルを流し込み、 Isobutanol（2-Methyl-1-propanol, 
Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan）を少量加え分離ゲルが固まる
まで 45 分間静置した。 
③ Isobutanol を捨て精製水で洗浄し、濃縮ゲルを流し込んだ。 
④ 15well 用コームをゆっくり差し込み、濃縮ゲルが固まるまで 30 分間静置した。 
⑤ 作製したゲルを電気泳動装置[Mini-PROTEAN Terata Cell（Bio-Rad）]にセットし、
Running buffer を入れた。使用した Running buffer の組成は下記に示す。 
⑥ 各 well に BlueStar Prestained Protein Marker（NIPPON Genetics Europe, Dueren, 
Germany）およびサンプルをアプライし電気泳動を行った（100 V, 90 分間）。 
⑦ メンブレン（Immobilon®-P-Membrane, Merck Millipore, Burlington, MA, USA）をメ
タノール（Methyl Alcohol, Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan）に
浸した後、ブロッティング用ろ紙と共に Transfer buffer に浸した。使用した Transfer 
buffer の組成は下記に示す。 
⑧ 電気泳動後、ろ紙（7 枚）、PVDF 膜、ゲル、ろ紙（7 枚）の順に重ね、Mini Trans-Blot 
Cell（Bio-Rad）にセットし転写した（2.5 V, 0.3 A, 50 分間）。 
⑨ 転写後、PVDF 膜を TBS-T で洗浄し、Blocking buffer [Blocking-One (NACALAI 
TESQUE, INC, Kyoto, Japan)]に浸し、30 分間振とうした。使用した TBS-T の組成は
下記に示す。 
⑩ TBS-T と Blocking buffer を 4:1 の割合で混合し、抗体溶液とした。一次抗体を希釈し、
PVDF 膜を浸漬した（4 ℃, over night）。使用した一次抗体は下記に示す。 
⑪ 反応終了後、PVDF 膜を TBS-T で洗浄した（10 分間×3 回）。 
⑫ 抗体溶液に二次抗体を希釈し、PVDF 膜を浸漬した（室温、1 時間、振とう）。使用し
・ 200 µL 
 
・ 2 µL 
 
・ 2 µL 
T-PERTM Tissue Protein Extraction Reagent 
（Thermo Scientific, Waltham, MA, USA） 
ホスファターゼ阻害剤カクテル（EDTA フリー） 
（NACALAI TESQUE, INC, Kyoto, Japan） 
プロテアーゼ阻害剤カクテル（動物細胞抽出物用）DMSO 溶液 




⑬ 反応終了後、PVDF 膜を TBS-T で洗浄した（10 分間×3 回）。 
⑭ イムノスターLD（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan）を使用し、
CCD fluor chemTM (Alpha Inotech)により発光したバンドを検出した。 
⑮ 画像処理および解析は fluor chemTM 付属ソフトおよび imageJ software を使用した。 
 












   
















   
・ 6.8-9.4 mL 
・ 5.4-8.0 mL 
・ 5 mL 
 
・ 0.2 mL 
 
・ 10 µL 
 
・ 100 µL 
精製水 
30 % acrylamide 
1.5 M Tris-HCl（pH 8.8, Trizma® base 溶解後、HCl で pH 調整） 
（Trizma® base, Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA） 
10 % Sodium Dodecyl Sulfate 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 
（NACALAI TESQUE, INC, Kyoto, Japan） 
10 % Ammonium Peroxodisulfate 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
・ 6.1 mL 
・ 1.3 mL 
・ 5 mL 
・ 0.2 mL 
・ 10 µL 
・ 50 µL 
精製水 
30 % acrylamide 
0.5 M Tris-HCl（pH 6.8, Trizma® base 溶解後、HCl で pH 調整） 
10 % Sodium Dodecyl Sulfate 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 
10 % Ammonium Peroxodisulfate 
 
・ 29.2 % 
 
・ 0.8 % 
Acrylamide 
（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
N,N’-Methylenebis（acrylamide） 




























    
・ 0.25 M 
・ 1.92 M 
 
・ 1 % w/v 
Trizma® base 
Glycine（Aminoacetic Acid） 
（NACALAI TESQUE, INC, Kyoto, Japan） 
10 % Sodium Dodecyl Sulfate 
・ 25 mM 
・ 192 mM 




（Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Japan） 
・ 99.5 % 
・ 0.5 % 
Tris Buffered Saline（TBS） 
Tween-20 
（Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA） 
・ 0.2 M 
・ 1.4 M 
Trizma® base 
Sodium Chloride 






























全ての統計処理には GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA)を使用した。2 群間の統計処理には Student’s t-test を用いた。結果は全て平均±標準
誤差で表記し、p 値が 0.05 以下である場合を有意差ありとした。 
 
 
・ Anti-Synaptotagmin antibody =1:1000 
（Abcam, Cambridge, UK） 
・ Anti-SNAP25 antibody =1:1000 
（Abcam, Cambridge, UK） 
・ SYP (D-4) =1:1000 
（Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA） 
・ Glypican 4 Polyclonal antibody=1:1000 
（Proteintech Group Inc, Chicago, IL, USA） 
・ Anti-GFAP antibody =1:1000 
（Abcam, Cambridge, UK） 
・ Beta Tubulin antibody =1:1000 
（Proteintech Group Inc, Chicago, IL, USA） 
・ Anti-β-actin antibody =1:2000 
（Abcam, Cambridge, UK） 
・ Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey =1:10000 
（Cytiva, Tokyo, Japan） 
・ Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey =1:10000 
（Cytiva, Tokyo, Japan） 
・ Goat IgG (H&L) Antibody Peroxidase Conjugated =1:10000 









した。ASD モデルマウス（VPA マウス）由来アストロサイトを VPA 群、比較対象を Saline
群として比較した。マス培養標本およびオータプス培養標本を使用し、DIV 13-14 のニュー
ロンを用いて実験を行った。 
 まずマス培養標本を用いてテトロドトキシン（TTX）存在下で mEPSC および mIPSC を
記録し評価した。図 9a、b は各群の典型的な波形を示す。 
 
mEPSC、mIPSC ともに frequency に変化は見られなかった（mEPSC: saline, n=32, 5.927
±0.988 Hz; VPA, n=34, 5.773±1.154 Hz; 図 9c; mIPSC: saline, n=28, 2.516±0.442 Hz; 
VPA, n=31, 3.03±0.4646 Hz; 図 9d）。また amplitude にも変化は認められなかった
（mEPSC: saline, n=32, 38.89±2.992 pA; VPA, n=34, 37.82±2.239 pA; 図 9e; mIPSC: 








後電流（EPSC）を記録した。実験には DIV 13-14 のニューロンを用いた。図 10a に各群の
典型的な EPSC の波形を示す。 
 
 ASD モデルマウス由来アストロサイトと共培養されたグルタミン酸作動性ニューロンに
おいて、EPSC amplitude は優位に増大し（saline, n=40, 8.975±0.6017 nA; VPA, n=34, 11.71
±0.8705 nA; **, p<0.01; 図 10b）、シナプス伝達機能を増強させた。 
 
 次に、TTX 存在下で mEPSC を記録し、自発性微小興奮性後シナプス伝達機能を評価し
た。図 10c は各群の典型的な波形を示す。図 10d はその発生頻度（frequency, Hz）、図 10e
は振幅（amplitude, A）の平均値を示す。mEPSC の frequency をシナプス前終末の伝達物
質放出の多寡の指標とし、amplitude はシナプス後膜の受容体の密度や感受性の指標として
解析した。結果は、saline 群と VPA 群のいずれにおいても frequency、amplitude の変化は
39 
 
認められず（frequency: saline, n=34, 6.184±1.07 Hz; VPA, n=32, 5.788±1.008 Hz; 図 10d; 




 さらにより詳細な解析を行うため、0.5 M のスクロース溶液を用いた高浸透圧刺激によ
り、RRP に存在する小胞群を強制的に開口放出させることで RRP area（nC）を測定した。
薬液投与チューブから 10 秒間の投与を行った。図 11a は各群の典型的な波形を示す。 
ASD モデルマウス由来アストロサイトと共培養されたグルタミン酸作動性ニューロンで
は、RRP area の有意な増大を示した（saline, n=31, 0.818±0.1148 nC; VPA, n=28, 1.464±
0.3057 nC; *, p<0.05; 図 11b）。また、記録された RRP area を mEPSC area で除した値は、
RRP に含まれるシナプス小胞数の理論値を示す。結果は、RRP area に対応した結果となり、
VPA 群のニューロンにおいて RRP におけるシナプス小胞数が優位に増加した（saline, n=29, 








（Vesicular release probability（Pvr）, %）について解析した。EPSC area を RRP area で除
して算出した。結果は、VPA 群のニューロンにおいても Pvr に変化は認められなかった













2-2-1 ASD モデルマウス由来アストロサイトによるシナプス形成への影響 
 




果は、DIV 14 のグルタミン酸作動性ニューロンにおけるシナプス数（VGLUT1 抗体陽性シ
ナプス数）に差異は認められなかった（saline, n=82, 661.3±38.41; VPA, n=81, 646.5±
36.35; 図 12b）。 
 
 





起の伸長および分岐数のいずれにおいても saline 群と VPA 群の間に差異は認められなかっ
た（total dendritic length: saline, n=82, 1327±75.91 µm; VPA, n=82, 1489±70.74 µm; 図










2-3 ASD モデルマウス由来アストロサイトによるシナプス小胞関連因子への影響 
 










および syanptophysin の発現についてウエスタンブロット法により解析を行った。 
 
 ASD モデルマウス由来アストロサイトと共培養されたニューロンでは synaptotagmin と
SNAP25 の発現が有意に増加した（synaptotagmin: saline, n=20, 100±3.058 %; VPA, n=20, 
116±5.757 %; *, p<0.05; 図 13a; SNAP25: saline, n=20, 100±7.059 %; VPA, n=20, 124.7
±7.93 %; *, p<0.05; 図 13b）。synaptophysin の発現は ASD モデルマウス由来アストロサ
イトの影響を受けなかった（saline, n=20, 100±9.099 %; VPA, n=20, 126.2±14.25 %; 図
13c）。また、VGLUT1 の発現は 2 群間で差異がなかったため、2-2-1 で示した蛍光免疫染
色法の実験結果と一致していると考えられる（saline, n=20, 100±3.06 %; VPA, n=20, 107.7
±4.943 %; 図 13d）。 
 なお、GFAP のウエスタンブロッティング結果より、ASD モデルマウスと正常対照マウ
スにおいてアストロサイトの分化・発達に差異はないと言える（saline, n=24, 100±7.299 %; 
VPA, n=24, 103.9±12.76 %; 図 13e）。 
 
 以上の結果より、ASD モデルマウス由来アストロサイトは共培養したニューロンの








 第 1 章では、VPA を直接曝露したアストロサイトのニューロンに対する影響について検
討を行ったが、本章では実際に病態モデルマウスのアストロサイトを用いて検討を行った。
胎児期に VPA を曝露したマウスは社会性行動障害や常同行動等の ASD 様症状を示し[4,5, 
46,47,48]、ASD モデルマウスとして広く使用されている。社会性行動障害を示す ASD モ
デルマウスではアストロサイトの発現増加が認められ[49]、またグルタミン酸作動性シナプ
スマーカーである VGLUT1 の発現増加[9]や GABA 作動性シナプスマーカーである VGAD
















ク質に synaptotagmin や SNAP25 がある。Sinaptotagmin はシナプス小胞開口放出の際の
主要なカルシウムセンサーとして神経伝達物質の放出を左右しており[41,42]、SNAP25 も
同様に神経伝達物質放出に必須な因子である[43,44]。本研究では、ASD モデルマウス由来
アストロサイトと共培養したニューロンにおいて、synaptotagmin および SNAP25 の発現
が増加した（図 13a、b）。Synaptotagmin および SNAP25 は RRP size の調節を担うことが
報告されている[50,51]。つまり、本研究におけるグルタミン酸作動性ニューロンのシナプ
ス小胞数の増加およびシナプス伝達機能の上昇は、ASD モデルマウス由来アストロサイト





















図 7 ASD モデルマウスと実験に使用した ASD モデルマウスの超音波発声回数 






























により、VPA を由来とする神経発達障害の発症機序の解明を目的とした。第 1 章では VPA








1. in vitro において VPA を曝露したアストロサイトは共培養したニューロンの GABA 作
動性シナプス伝達機能を低下させ、シナプス前終末の RRP におけるシナプス小胞数を
減少させることが明らかとなった。 




たところ、VPA を曝露したアストロサイトと共培養したニューロンでは Ptprd mRNA
の発現レベルが低下した。 
 
 以上の結果から、VPA 曝露アストロサイトによる GABA 作動性シナプスに特異的な伝達
機能およびシナプス形成能の低下は、GABA 作動性シナプス伝達機能およびシナプス形成



















ス伝達機能の増強は、synaptotagmin および SNAP25 の発現増加に由来する RRP における
シナプス小胞数の増加に起因する可能性が示唆された。Synaptotagmin および SNAP25 の
発現を制御するアストロサイト由来の因子の特定が今後の課題となる。 
第 1 章において VPA を直接曝露したアストロサイトは共培養した GABA 作動性ニュー
ロンの機能を抑制し、第 2 章において ASD モデルマウス由来アストロサイトはグルタミン
酸作動性ニューロンの機能を増強することが明らかになった。つまり、アストロサイトを介
した VPA のニューロンに対する作用は、E/I バランスを興奮性に傾倒するものであること
が示唆される。また、第 2 章においてはオータプス培養標本を使用してグルタミン酸作動
性ニューロンの解析を詳細に行ったが、第 1 章の結果を考慮すると GABA 作動性ニューロ
ンに焦点を当てた詳細な研究が必須となる。 
 現在の日本では 100 人に 1 人以上の高い割合で ASD 患者が認められているが、現時点で
は対症療法しかなく、根治を期待できる治療法は確立されていない。近年多くの神経発達障
害において、その神経病理にアストロサイトの異常が関与していることが明らかになって
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